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چکیده 


به منظور شناسایی سریع مراحل مختلف رشدی گونه ۵۲۷۵۷/6۵۸ ۸1۵/01008۷ که در ايران به عنوان یکی از خسارتزاترین نماتدهای گیاهی 
شناخته شده تعداد ۴۰ نمونه خاک و ريش آلوده به نماند ريشهگرهای از نقاط مختلف جالیزکاری استان فارس (داراب, جنت شهره استهبان, نورآید. کوار 
و شیراز) جمع‌آوری گردید. پس از خالص‌سازی به روش تک کیسه تخم روی ريشه گوجه فرنگی رقم 1812075 و شناسایی گونه 00160 .۸6 بر 
اساس ویژگی‌های ریخت‌شناسی (مورفولوژی) و ریخت‌سنجی ماده‌های بالغ و لارو سن دوم» 10۳۸ ژنومی کلیه مراحل رشدی از مرحله تخم» لارو سن 
دوم و ماده‌های بالغ نماته به سه روش ژانگ سیلوا و لیوا استخراج شد. 10۸ استخراج شده با کمک جفت آغازگرهای اختصاصی گونه ,1۳۵۷/112۷ 
۴-ز1۳/۷۲-ز۷1 ,۷1۳-[]/۳]-[1۷1 تکنیر گردید. در کلیه مراحل رشدی گونه 0۷760[ ۸/۰ یک قطعه ۱۶۵۰ جفت بازی توسط جفت آغازگر 
-ز/۳/۷-ز1۷ یک قطمه ۵۱۷ جفت بازی توسط جفت آغازگر ۷11-ز//۳-ز/۱۷ و یک قطعه ۶۷۰ جفت بازی توسط جفت آغازگر 
۷ تکثیر شد ولی این قطعات با جفت آغازگر ۷1۲-۳ و +2۷11-1 مربوط به نماتد 608716 ۸ و آب که به عنوان کنترل منفی در آزمایش 
استفاده شده بودند تکثیر نشدند. لذا به نظر می‌رسد کاربرد این جفت آغازگرها در قیاس با خصوصیات ریخت‌شناسی در مراحل مختلف رشدی نماتد به 
تشخیص سریع تر گونه 0۷760 .]1 منجر می‌شود. در بهینه‌سازی +۳71 برای تشخیص نماتد 70۷۵7۱:60 .]1 بهترین دما برای آغازگرهای -[۷1 
۲ و 1۷4-۷1 ۵۶ درجه سانتی‌گراد برالی ۷4-17 و 1۷4-1015 ۵۰ درجه سانتی‌گراد و برای 2۷[ و 18۵۷ ۵۴ درجه سانتی‌گراد تعبین گردید 
میزان 1((۸ الگو حاصل از روش‌های مختلف استخراج در آزمون ۳۴ در خصوص ماده کامل و کیسه تخم از یک میکرولیتر به دو میکرولیتر و لارو 
سن دوم از دو میکرو لیتر به چهار میکرولیتر بهترین نتیجه حاصل شد. در خصوص 1۷12612 با افزایش میزان آن از ۱/۵ میلی‌مولار به ۲ میلی‌مولار در 
واکنش ۲۵ میکرولیتری ۳0۴ بهترین نتیجه حاصل گردید. بهترین روش استخراج که قادر به ردیابی تک لارو سن دوم نماتد بود روش لیوا در نظر 
گرفته شد. بهترین آغازگرها که قادر به ردیابی نماتد 70۷۵7060 .]1 در تمام مراحل رشدی بودند» جفت آغازگر ۷۲۳-ز۷11/۷1-ز۷1 و 127/۳2۷ 


بودند. 


واژه‌های کلیدی: آغازگر اختصاصی, بهینه سازی *۳01 نماتد ريشه گرهی» ۲۵۷۱6۵»ز ۸2 


۱ فازغااتخصیل کارشنناسی ارشنته رش ته مهندسی کشاورزین علوم باغیانی؛ 
استهبان 
(#- نویسنده مسئول: 29211:6017 ۵ ۷۵۲264 2ط8ع),صمعصطه :لتفصصط) 
۲ و ۴- استادیار پژوهشی بخش تحقیقات گیاه‌پزشکی» مرکز تحقیقات و آموزش 
زرقان» ایران 
مولکولی محصولات باغبانی. استهبان» ایران 

101: 10.22067/100.373413 68 


نماتدهای ريشه گرهی متعلق به جنس ۷6۱0۱0087۷۲6 
مامت این اعها یک گرمهچسار بای کار با اه افس امس 
یار ریاد می‌بافند که درسراشر هیا کنترش رافتدانه وتفریبتا زد 
تام اسان عال خل ام کشا توت سارک وا رکه مد 
نماتدهای ريشه گرهی به گونه نماتد گیاه میزبان» تناوب زراعی» 
فصل زراعی و نوع خاک بستگی دارد (۱۴). 

روش‌های مبتنی بر پی‌سی‌آر" باعث ایجاد انقلابی در تاکسونومی 
تماها ماه وتتی که آنها فتاهام خر که این روش‌ها 
حساسیت بالایی دارند و امکان تکثیر ژن‌های مختلف را در این 
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۰ نشربه حفاظت گیاهان (علوم و صنابع کشاورزی). جلد ۰۲۴ شماره ۳. پاییز ۱۳۹۹ 


موجودات فراهم آورده‌اند. همچنین غالبا بدست آوردن مقدار کافی از 
۸ حداقل در مورد بعضی از نماتدها یا در بعضی از مراحل زندگی 
آن‌هاء کاری سخت و اغلب غیر ممکن است که روش‌های مبتنی بر 
پی‌سی‌ار اين مشکل را بر طرف کرده‌اند (۸). هم آکنون روش‌های 
کلاسیک تأکسونومی تا حد زیلدی توسط روش‌های مولکولی کامل 
اوه تشم ری زد قاط یروق ای ماک تسا روم 
روش‌های سخت و وقت گیر میکروسکوپی شده اند» هر چند که 
تقریبا اجماع جهانی بر این است که در کنار روش‌های مولکولی» 
روش‌های کلاسیک نیز باید انجام شوند و این دو روش نواقص 
همدیگر را پوشش می‌دهند (۲). 

اسبنشاد و همکاران (۱۹۸۵) ۳۰۰ جمعیت از ۱۶ گونه 
۵( را که از چند کشور دنیا جمع‌آوری شده بود مورد 
امتاز استفاده شد و در میان آن‌ها استرازها به عنوان نشانگر 
بیوشیمیایی مطلوب برای شناسایی گونه‌های اصلی ۵/0100 
مفید تشخیص داده شدند (۵) 

مهدیخانی مقدم و همکاران (۲۰۰۶) پس از خالص‌سازی 
جمعیت‌های مختلف دو گونه مهم نماتد ریشه‌گره‌ای در ایران» ۸ 
۵ و ۱6۵870۱/۵ 1۲ از ماده‌های بالغ و لارو سن دوم پروتئین 
استخراج کردند و برای تفکیک پروتئین‌های محلول از روش -515 
۲ استفاده نمودند. نقوش پروتئینی مربوط به جمعیت‌های 
مختلف هر یک از دو گونه که از میزبان‌های مختلف جدا شده بودند» 
سطح بالایی از تشابه را نشان دادند. در این بررسی شش فنوتیپ 
پروتئینی برای جمعیت‌های گونه 0۷۵/6۵( /1 و چهار فنوتیپ 
پروتئینی برای جمعیت‌های گونه 7608700 ۸ مشاهده گردید. این 
تحقیق نشان داد که با استفاده از پروتئین کل سلولی می توان دو 
گونه مذکور را از هم تفکیک کرد اما جمعیت‌های درون گونه‌ای از هم 
قابل تفکیک نیستند (۱۱) 
۰ در لیبی از چهار روش بررسی مورفولوژیکی ایزوزايم» 
اسکار" و رپید" استفاده کردند و در میان این روش‌هاء رپید را برای 
تفکیک گونه‌های این جنس مطلوب تر از بقیه روش‌ها ارزیابی کردند 
و حتی توانستند تعدادی از جمعیت‌های ناشناخته این جنس را که از 
لحاظ خصوصیات مورفولوژیکی متفاوت بودند در سطلح گونه شناسایی 

عسکریان و همکاران (۱۳۸۴) برای بررسی تنوع ژنتیکی میان 
جمعیت‌های مختلف 0۷۵۱6۵[ ۷۰ و 60871۵ .۸ در باغات پسته 


0 ۱۳ 
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استان کرمان از تکنیک رپید استفاده کردند. نتایج حاصله از تحزیه و 


تحلیل داده‌های بدست آمده نشان دهنده وجود تنوع ژنتیکی در 
جمعیت‌های مختلف هر گونه بود. جمعیت‌های 0۲۵۱6 .۸۲ حدود 
۹۹ و جمعیت‌های 1760897110 .]۸ حدود ۸۶ به هم شباهت 
داشتند (۲). 

فدوی خلاجو و همکاران (۱۳۸۹) تنوع ژنتیکی درون گونه‌ای بین 
جمعیت‌های مختلف 7۲۵6 .]۸ در مزارع گوجه فرنگی استان 
خراسان شمالی با استفاده از نشانگر ۳0-۴۵۳1 بررسی کردند. 
آن‌ها برای به دست آوردن جمعیت خالص, یک توده تخم از 
ریشه‌های آلوده مناطق مختلف جداسازی و به گوجه فرنگی تلقیح 
کردند. در مطالعه آنها استخراج ۸( بر اساس روش سیلوا و 
همکاران بود. نتایج آنها نشان داد روش رپید نمی‌تواند جمعیت‌ها را بر 
اساس مناطق جفرافیایی جذا کند و همچنین تسوع ژنتیکی قاببل 
ملاحظه‌ای بین جمعیت‌های مختلف 0۲۵/۱۶6( .1 مشاهده نشد (۶). 

مکرم حصار و همکاران (۲۰۱۰) تنوع مورفولوژیکی و ژنتیکی بین 
جمعیت‌های گونه ۲۵/۱۶6۵( .۸ روی میزبان‌های مختلف در مزارع 
استان خراسان رضوی بررسی کردند. مطالعات مورفومتریکی شبکه 
کوتیکولی انتهای بدن نماتدهای ماده و نیز خصوصیات مورفومتریکی 
#اروهای سن دوم شناسایی شدند. برای تایید مطالعات مورفولوژیکی 
از آغازگرهای اختصاصی گونه 0۷۵/64 ۸/۰ به نام‌های 0۴۸۴۵۷ 
و 0۳۸۵5[2۷ استفاده شد. تنوع ژنتیکی بین جمعیت‌ها از طریق 
نشانگر رپید با استفاده از ۱۰ آغازگر ده نوکلئوتیدی بررسی شد. بر 
اساسس تتایج این مطالعة تنوع مورفولوژیکی و ژنتیکی بین جمعیت‌های 
مختلف گونه 7۲۵/۵ 2 اثبات شد اما ارتباط کاملی بین این دو 
روش گروه‌بندی مشاهد نشد (۱۵). 

زیجلسترا (۲۰۰۰) با استفاده از روش اسکار-پی‌سی‌آر" به عنوان 
یک روش قدرتمند برای شناسایی مطمئن جمعیت‌ها و افراد گونه‌های 
6۵ ۸۷۰ جدهاات .1۸ 01:۵0 ۸ که دارای صفات مشترک 
هستند استفاده کرد. این گونه‌ها با کاربرد این روش چندگانه با استفاده 
از سه جفت آغازگر آشیانه‌ای شناسایی و توصیف شد. در این مطالعه 
آزمون‌های تشخیصی بهینه‌سازی شد و همچنین فایده تبدیل کردن 
مارکرهای رپید به مارکرهای اسکار مورد بحث قرار گرفت (۲۹). 

دونگ و همکاران (۲۰۰۱) بعد از انجام واکنش رپید و با استفاده 
از تای‌یابیباندهای اختصاصی که برای هرگونه بیدا کردنده جفشت 
آغازگرهای اختصاصی اسکار را برای گونه‌های 1 ,6087/6 ۸ 
۵ 0۳۵/۱۵۳۵ 7۰ طراحی کردند. آنها همچنین با استفاده از 
اسکار-پی‌س ی آر برای گونه‌های ۷ ,۵۵/۵ ۸ ,۵۳۵۱۵۲۵ ۸ 
۵ و ۷۵/۲/۰( 1/۰ آغاز گرهای اختصاصی اسکار را طراحی 
کردند (۳). در پژوهشی فارگت و همکاران (۲۰۰۵) تنوع ژنتیکی 
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گونه‌های ۸۷۰ ,۵۵۱۵ .2۲۷ , ,۵0۳۵۵۵ ۸۷ ,17608716 
۷۰ روز۱۵۱۱5 2۱90۵۵ تدقاه ۸۷۸۰ و معههز ۸۸۰ ۱ 
با استفاده از نشانگر ۸۳1.۴ بررسی کردند و تنوع ژننیکی بالایی را 
برای دو گونه اخیر گزارش نمودند (۷). 
نماتد ريشه گرهی در ایران از روش پی‌سی‌آر استفاده کردند. آنها پس 
از استخراج ۲۸ از تخم و لاروهای سن دوم جمعیت‌های مختلف 
دو گونه 60۵/۵ ۷۰ و 0عه«مز ۸ با استفاده از آغازگرهای 
اختصاصی قسمتی از 123۸ میتوکندریایی را تکثیر دادند. در مطالعه 
آنها قطعات تکثیری با آنزیم‌های برشی ۸۱:۲ 71 و 7:71 برش 
داده شدند. دو آنزیم برشی ۸1:1 741 هیچ گونه برشی در قطعه 
۸ تکثیر شده ایجاد نکردند اما آنزیم 7701 نقوش مشخصی را 
برای جمعیت‌های 0۲۵۱6۵[ .۸ و 60710 .۸ ایجاد نمود (۱۲). 
در پژوهشی شکوهی و همکاران (۱۳۹۱) بر اساس توالی یابی ناحیه 
5 دی ان آ ریبوزمی نماتد ريشه گره‌ای .500 ۸/۰/04(76 نان 
دادند این گونه مشابه گونه ۵۲۵/۵۶6۵ .۸ است. (۱۶). 

شناسایی دقیق نماتدها با استفاده از روش مرفولوژیکی, مولکولی: 
میزبان و همه‌گیرشناسی" لازم و کاربردی است. همچنین استفاده از 
روش‌های موثر کنترل نیز مستلزم شناسایی صحیح آن‌ها می باشد. 
شناسایی نماتدها غالبا بر اساس خصوصیات مورفولوژیک و 
مرفومتریک انجام می شود و در ببضی موارد نوع میزبان و 
میزبان‌های افتراقی نیز در شناسایی آن‌ها دخالت دارند. خصوصیات 
بیوشیمایی و نیز روش‌های مبتنی بر اسیدهای نوکلئیک» روش‌های 
جدیدتری است که می‌تواند ابهامات روش مرفولوژیک را برطرف 
نماید (۸). هدف از اين مطالعه بهینه سازی روش‌های مولکولی برای 
شناسایی سریع مراحل مختلف رشدی گونه ۵۷۵/۱6۵ .1 است. 


مواد و روش‌ها 

در سال ۱۳۹۱ طی بازدیدهایی که به مناطق مختلف 
جالیزی کاری استان فارس صورت گرفت تعداد ۴۰ نمونه خاک و ريشه 
آلوده به نماتد ريشه گره‌ای جمع آوری گردید (جدول ۱). برای بدست 
آوردن جمعیت خالص از هر نمونه. یک کیسه تخم بزرگ که حاوی 
تعداد تخم بیشتری بوده انتخاب گردید. سپس به تعداد گلدان‌هایی که 
از قبل آماده شده بودنده کیسه تخم جدا شده در مجاورت نشاء گوجه 
فرنگی رقم ۱0]8675 قرار گرفت» بعد از گذشت ۶۰-۷۰ روز ریشه‌ها 
از گلدان خارج و برای نمونه‌برداری به منظور تشخیص گونه و تکثیر 
مجدد نماتدها آماده شدند. جهت استخراج 1((۸ و شناسایی نماتد 
ریشهگره‌ای با ستفاده از واکنش زنجیرهای پلی‌مراز سه روش مورد 
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بهینه‌سازی روش‌های مولکولی شناسایی نماتد عامل ريشه‌گره‌ای... ‏ ۳۱۱ 


استفاده قرار گرفت. 


استخراج به روش 1۸8) 

روش ژانگ و همکاران (۱۸) همراه با تفیرات به شرح زیر انجام 
گرفت. ابتدا روی یک لام سه قطر آب استریل گذاشته و ماده‌های 
کامل و دیگر مراحل رشدی نماتد که از بافت استخراج شده بودند در 
این سه قطره آب ستشو شد. سپس داخل اپندروف‌های ۰/۵ 
میلی‌لیتری به تعداد ۱۰ عدد نماتد داخل ۵۰ میکرولیتر 01۸8 
گذاشته و یک سانتریفوژ کوتاه انجام شد. با کمک سرتیپ در زیر 
بینکولر نماتدها له شدند و سپس ۵ میکرولیتر ليزوزيم بافر (۲۰ 
میلی گرم ليزوزيم در ۱۰ میلی‌مولار .)1۳6-۳1 با 0۳-8) اضافه شد 
و در حمام بنماری و در دمای ۶۵ درجه سانتی‌گراد به مدت۳۰ دقیقه 
نگه‌داری شد. نمونه‌ها هر ۵ دقیقه یک بار ورتکس شدند. سپس ۵۰ 
میکرولیتر کلروفرم ایزامیل الکل به نسبت (۲۴:۱) اضافه و به مدت ۵ 
تا ۱۵ دقیقه شیک گردید سپس سانتریفوژ با دور ۱۰۰۰۰ به مدت ۱۵ 
دقیقه انحام شد. فاز رویی با دقت برداشته و داخل اپندورف جدید 
ريخته شد. دو برابر حجم فاز رویی ایزوپروپانل سرد اضافه گردید و 
چند بار با دست تکان داده شد و در فریزر ۲۰- درجه سانتی‌گراد به 
مدت ۲۰ دقیقه نگه‌داری شد. سپس با سرعت ۱۳۰۰۰ دور در دقیقه 
به مدت ۱۰ دقيقه سانتریفوژ گردید. مواد رویی بیرون ريخته و با ۱۰۰ 
میکرولیتر الکل 1۷۰ به آرامی عمل شستشو انجام گرفت. سپس بر 
روی دستگاه هات پلیت در دمای ۶۵ درجه گذاشته تا الکل خشک 
شود. بعد از خشک شدن ۵۰ میکرولیتر آب دو بار تقطیر سترون اضافه 
و نیم ساعت در هوای آزاد گذاشته شد تا ۸( خوب حل گردد. 
برای تعیین کمیت و کیفیت ۸ از مراحل رشدی مختلف از 
الکتروفورز ژل اگارز استفاده گردید (۱۸). 


استخراج به روش سیلوا 

روش سیلوا همراه با تغییرات به شرح زیر انجام گرفت. در این 
روش ابتدا سه قطر آب استریل روی یک لام قرار داده شد و ماده‌های 
کامل که از بافت بیرون آورده شدند در این قطره‌های آب شستشو 
شدند و به داخل اپندورف‌های ۱/۵ میلی‌لیتری که حاوی ۵۰ 
میکرولیتر آب دوبار تقطیر استریل می‌باشد قرار داده شد. این 
اپندورف‌هابه مدت ۵ دقیقه با ۱۰۰۰۰ دور سانتریفوژ شسدند. 
اپندورف‌ها به مدت ۵ دقیقه در ازت مایع نگه‌داری شدند. با سرتیپ 
شد و مقدار ۷۰۰ میکرولیتر بافر استخراج ۷۲7۲۸ ,0.2527 ۲115) 
۷2 ,5001 امممطه‌مامم‌مصصم .۱.62 امعلا رتع0.15 


(20۳ به آنها اضافه شد و ۲۰ دقیقه در حمام آب گرم در دمای 
60 درجه سانتی‌گراد قرار داده شد. 


۲ نشریه حفاظت گیاهان (علوم و صنایع کشاورزی). جلد ۰۳۴ شماره ۳. پاییز ۱۳۹۹ 


جدول ۱- مناطق نمونه‌برداری شده و تعداد نمونه‌های جمع‌آوری شده در هر منطقه از جالیزکاری استان فارس 
۸۵ ۲۵ 0۴ وه مه اه ۱6اه عمامرجصنوه ۵ تداصصنندد ما 2۳0 فهمجه 0عامرصرهو سا 12016 


تعداد نمونه مزرعه گلخانه 
کعصصوه ]۵ وراصت ۱ ۱۳9 ت60 
3 خیار 
منت 
5 خیار 
0 
5 گوجه فرنگی 
108920 
5 بادمجان 
ماع ع۳۲ 
خیا 
10 4 
منت 
5 خیار و ریحان 
اتعظ 0ج امین 
3 گوجه فرنگی 
10۳8920 
2 گوجه فرنگی 
10۳8920 
2 بادمجان 
اصها2ع۲ 


سپس ۱۰ دقيقه در دمای ۴۰ درجه قرار داده شد. در مرحله بعد به 
مدت ۱۰ دقیقه با ۶۰۰۰ دور سانتریفیوژ شد و فاز رویی برداشته و به 
میکرو تیوپ جدید منتقل شد و هم حجم آن مخلوط کلروفرم- 
ایزوامیل الکل به تسبت (۲۳:۱) اضافه و پس از یک تکان شدید و 
مخلوط شدن کامل به مدت ۱۵ دقیقه در ۱۳۰۰۰ دور در دقیقه 
سانتریفوژ شد. پس از اتمام این مرحله فاز روبی به اپندورف جدید 
منتقل و هم حجم آن ایزوپروپانول سرد اضافه شد و ۵ دقيقه شیک 
شد و بعد از آن به مدت ۲۰ دقیقه در ۲۰- درجه قرار می‌دهیم. سپس 
محتویات اپندورف به مدت ۱۵ دقیقه در ۱۳۰۰۰ دور در دقیقه رسوب 
داده شد. فاز رویی به آرامی بیرون ريخته و رسوب حاصله با الکل ۷۰ 
درصد شستشو شد. سپس اپندورف مورد نظر روی دستگاه هات پلیت 
با دمای ۴ ۶۵ درجه سانتیگراد گذاشته شد تا کاملا خشک شود.۲۰ 
میکرولیتر آب مقطر دوبار تقطیر سترون اضافه شد و۳۰ دقيقه در 
هوای اتاقق نگهداری شد تا 123۸ کاملا حل شود و پس از چند بار 
ورتکس در فریزر ۲۰- درجه سانتی‌گراد قرار گرفتند (۱۸). 


استخراج به روش لیوا 

روش لیوا همراه با تغییرات در این روش تک ماده خارج شده از 
بافت پس از ستشو در میکروتیوپ ۰/۲ میلی لیتری که ۱۶ 
میکرولیتر آب دوبار تقطیر سترون شده بود قرار گرفت و با سرتیپ زرد 
که منفذ آن روی شعله مسدود شده بود زیر بینکولر نماتد مورد نظر له 
گردید. سپس ۲۰ میکرو لیتر بافر استخراج 0236 ,۱26 02(0) 


مناطق نمونه‌برداری نام شهرستان کد نمونه 
کوه27 عصنام‌صوه تام 01 ۱۱۷۵۵۵6 6 521۳۱۳۵16 
رستم نورآباد 8 
مادم ۱ 

فسارود داراب 1 
۱۹ :۱9۳۳ 

فسارود داراب " 
1-00( :۱:۱ 

فسارود داراب 0 
۱ ۱9۳۱۳۱ 

جنت شهر داراب 1 
تطقطی عص2 [ :۱:۱ 

ایج استهبان ‌ 

1 صحماطه)او۳۲ 

کوار کوار ۰ 
1-2۷21 1-221 

باجگاه شیراز " 
طمعزظ 9122 

منزل مسکونی شیراز 
۱ 127 


(امصمطاهم‌امودع6۵]-۵ (1۷۵)۷/۷, (0۳18) 1115-۳101 اضافه و ۴ 
میکرولیتر لیزوزيم بافر(۲۰ میلی‌گرم لیزوزيم در ۱۰ میلی‌مولار -15 
با ۳۳۲-8) اضافه گردید و ۱۰ دقیقه در ازت مایع و یک ساعت 
در ۶۵6 درجه سانتی‌گراد و ۱۰ دقیقه در ۹۵۴ درجه سانتی گراد قرار 
داده شد. سپس با سرعت ۱۳۰۰۰ دور در دقیقه به مدت ۲ دقیقه 
سانتریفوژ شد. میکروتیوپ‌ها در فریزر ۲۰- فرار داده شد. تمام مراحل 
استخراج ۸ برای تمامی مراحل رشدی نماتد یکسان می‌باشد 
فق ط نحوه خرد کردن لارو سن دوم متفاوت بود که ابتدا ۶ 
میکرولیتر آب درون راک الیزا ريخته و لارو مورد نظر درون آن قرار 
داده شد و با سوزن صفر حشره‌شناسی زیر بینوکولر له گردید و ۱۶ 
میکرولیتر آب درون رک با سمپلر برداشته درون میکروتیوپ ریخته 
مراحل پعد تکرار گردید (۱۴ 
رقیق‌سازی آغاز گرها 

برای هر جفت آغازگر جدول ۲ بر طبق برگ اطلاعات شرکت 
سازنده که شامل اطلاعات مانند «01 می‌باشد و مولاریته هر آغازگر 
محاسبه و آب دیونیز تزریقی برای رقیق‌سازی اضافه گردید. آغازگرها 
به صورت لایفولایز 100156 بوده و جامدکه باید رقیق‌سازی 
شود. ابتدا توسط سانتریفوژ با دور ۱۳۰۰۰ به مدت ۴ دقیقه 
میانگریزسازی گردیده وسپس هر جفت آغازگر ۱۰ برابر رقیسق 
گردیدند. رقت أن برابر ۱۰ میلی‌مولار در هر میکرولیتر تنظیم ودما 
اتصال هر آغازگر بر اساس قرمول زیر محاسبه شد 

5- (آبه) + (+6) )موم ]1 


بهینه‌سازی روش‌های مولکولی شناسایی نماتد عامل ريشه‌گره‌ای... ‏ ۳۱۳ 


جدول ۲- نام آغاز گرها همراه با توالی و دمای 100 آن‌ها و دمای اتصال بر اساس فرمول 
0 2660۲0102 مره متاصصرم 20 1 ماه مره هه هنامز تم ۱۳26 همه فتمصصتهر مط) ۵۶ ععصرهه م1 -2 1016 
وم معط 


دمای 
وصنادء‌صو۸ دمای 1:0 براساس 
براساس فرمول شرکت تولید کننده طول قطعه 0 
۹ نموم مهو ...مهد 1000۵ 
3 عط 0 0ععو0 1222 
0 266002 ۱۱۵ 
جاسصه معط 
م8 6 08[ 
59 60 165000 2001۳ 
56 
له 6 ۷۲۵92[ 
57 60 51700 2004 
63 
اه 2تادار[27 
59 63 67000 000 2 
65 
له 6 ۷۲۵92[ 
59 63 95500 2004 
65 


برای شناسایی نماتدها از روش‌های مورفولوژیکی و مورفومتریک 
با کمک آغازگرهای اختصاصی گونه ۲۵/۵ ۸۶ از روش‌های 
آزمون 1۳1 


2۸-8 (۴) که یک قطعه اختصاصی 02 1650 ایجاد می‌کند 


توالی ی 
مصصز ۳ ی 3 
د ۱ #5 
0( 
00۵۵ 0 0 که ۱-۲ 1 
00 ۹0 ۷ 0 660 کز ۱-۴ 
نت ۹ ۷1-۲ 2 
۵۰۲6۱۰۷۰۱۵06۵۵۱6 6666۱۰۱۵ ۷۲1-۴ 
600۱۱۱0۹ 0 ۱ 66 که ۳۹2 3 
5 0 0 0 1۹127 
۱۵۱۵۹6۵۱۵۵۵6 6۰ 660۱6۰۱6 ]۷۲ 4 
05 0 ]۷ 


آغازگر ۷-1۳ و ۷-11 (۱۳) که باند اختصاصی 5170 ایجاد 
می‌کند وآغازگر "ز۳ و 12۵۷ (۲۰) که یک قطعه اختصاصی 67000 
ایجاد می‌کند استفاده گردید. آغازگر ۷1-۳ و ۷-۶ (۱۳) که یک 
قطعه اختصاصی 95500 ایجاد می‌کند و مربوط به گونه ۸ 
0 می‌باشد نیز استفاده گردید. توالی این آغازگرها در جدول 
۲ آورده شده است. مخلوط واکنش پی‌سی‌آر بر اساس جدول ۳ تنظیم 
و سپس بهینه گردید. 


جدول ۳- اجزای واکنش ۳1 برای جفت آغازگرهای اختصاصی 0۲۵۷۸:6/ ]1 
۵ .۷ 0۴ هن من تم صری 0۲ ماجمصممرصصی 6۵2۵۵۲ ۳۵۴ -3 م1201 


مقدار مورد استفاده 
25 


0.751 


11 
11 
11 
اب16 


0.51 
025 


ابر25 


مواد مصرفی 
کافته) فص عصتصعصمن 
بافر (۳۵)1026 
1020 ۱ ۳0۲ 


کلرور منیز پوم (0[12ع]50۳0۷)0۷ 


0 0102100 صبازمع‌طرعع]۷[ 
(۷۲26012) ]۱(۷ 
آغازگر رفت (]1000[۷) 
۱ 
آغازگربرگشت (10900۷) 
م۳ 1۱۵۷۵۲56 
۸ الگو 
ماقاموصه] 1۳۸۸۵ 
آب مقطر استریل 
۷2۲ 0151011160 506۲116 
۲ ۳] ۸[ 
آنزیم 104 
026۵ 1120 
عصناه ۷ لقصت مط 


۴ شربه حفاظت گیاهان (علوم و صنابع کشاورزی). جلد ۰۲۴ شماره ۳. پاییز ۱۳۹۹ 


مخلوط واکنش درون یک تیوپ 0.2۳01 ريخته شد. برنامه 
پی‌سی آر برای هر جفت آغازگر بهینه گردید (جدول ۴ دمای اتصال 
بر اساس هر آغازگر به طور جداگانه بهینه‌سازی گردید که هر آغازگر 


بر اساس 11۳0 شرکت سازنده» فرمول» دمای منابع و بهترین دمایی که 


جدول ۴- برنامه پی‌سی‌آر برای جفت آغاز گرها مختلف 
کنو تمصترص اصهعلگنل 10۲ هعمج ۳۵۴ -4 12016 


دما تعداد سیکل 
6 0( 0 ۱۲۵ 
95 1 
95 38 
38 
12 38 
12 1 


زمان مرحله 
3 ۱226 
۰ دقیقه واسرشت اولیه 
صنصط 10 1602 1010121 
۱ دقیقه واسرشت 
صتصص 1 ۱92۱:۹۹۵۵ 
۱ دقیقه اتصال 
صنص 1 عص2عصصض 
۰ دفیقه گسترش 
حلص 1.5 ۱ 
۵ دقیقه ۱۵۵۵ ۲۱۵۵1 
صنصط 15 


# دمای اتصال برای هر جفت آغازگر که با ستاره مشخص شده است بر طبق دمای معحاسبه شنه و سپس بهینه گردیده است. الکتروفورز نمونه‌ها در زل آگارز 1۱ با ولتاژ ۷۵ و 
آمپر ۷۵ به مدت یک ساعت نیم الکتروفورز گردید و سپس در تانک حاوی انادیوم بروماید به مدت ۱۰ دقیقه رنگ‌آمیزی گردید و به مدت یک دقيقه در آب شستشو داده شد. 
سپس در دستگاه ژل داکیومنت مدل 0126026 قرار گرفت و عکس‌برداری گردید. 
0ص 0ماهانمله» مسبممم‌صها مط ما مصتلزمعع2 0عویا ول کافتماوه مه از 0منمصه مممتيم ۵ تتهمر طامعه 10۲ مها مصتلمم‌صصه 20[ 


صرح تامط صح کلقظ 10۶ درجح 75 مج ۷۵166 75 7۷108 آمع عومتهعه 166 ط1 0عومتمدم0ت0ع1 ۱۷۵8 1۵5مصهه معط ۵۶ ونومتمط۱۵000ظ .2۵0تصصتاون صفطا 
۴ 1 012660 ۷۷۵5 ]1 1۳۵ .,ع)باصتجط مهم 0۲ ماع حز 0مجامه/ 0ج ومباصتصه 10 تم 4تصمتما مصبتل‌نطاه عصتصنصاجمی لصم] 2 صا 0عصنقاه صفط 
0 مه 20 صماونود آهع امممصتهم0 


نتایج حاکی از این بود که تمامی نمونه‌ها از گونه ۵۲۵۲۲6۵ .1 
بود بجز نمونه 3 که از لحاظ مرفولوژیکی و مولکولی با آغازگرهای 
موجود شناسایی نشد. نتایج در جدول ۵ تنظیم شده است. 

ننایج حاصل از پی‌سی‌آر نمونه‌های مناطق مختلف روی نماتد 
ماده بالغ با جفت آغازگر ۷ جپت ردیابی نماتند .۸ 
۵ و جفت آغازگر -1۷1-۳/۷]1 جهت ردیابی نماتد .۸ 
0 در شکل ۱ نشان داده شده است. نمونه شیراز با کد (ظ) 
با جفت آغازگرهای ۷ و ۷۱-۳/۱1 نتایج منفی بود که 
در شکل ۱ و ۲ قابل مشاهد می‌باشد. نمونه 3 همچنین با جفت 
آغازگرهای دیگر که مربوط به گونه 60۵7/0 ۸۸ بود آزمایش شد 
که نتایج منفی بود. این امکان وجود دارد که این نمونه یک گونه 
جدید از نماند ريشه گرهی برای منطقه شیراز باشد. همان طور که در 
شکل ۱ مشاهد می‌گردد نتایج حاکی از این است که عامل نماتد ريشه 
گرهی در اکثر مناطق استان گونه 0۲7/71640 .۸ می‌باشد. در مورد 
جفت آغازگر -11-۳/۱ که قادر به ردیابی گونه 760۵/14 ۸/۰ از 
اند ویبه گرهای:م بات هیچ باندی: دز کل نمونهها حاصل نگرذی: 
همچنین در مطالعات مرفولوژی نمونه 1 شناسایی نشد. 


برای این منظور اندازه‌گیری خصوصیات میکرومتری با توجه به 
قانت قفردیار برام ناسین وهای مامتها ان 
منطقه ماده‌های کامل و لارو سن دوم مورد بررسی قرار گرفتند. 
داده‌های بدست آمده در جدول ۶ تنظیم گردید. از اطلاعات این 
جدول می‌توان ننیجه گرفت که جمعیت‌های ماده‌ها بالغ و لارو سن 
دوم که در اين مطالعه بررسی شدند می‌تواند متعلق به گونه ۸ 
۵ باشند که با نتایج مولکولی مطابقت دارد. 


بهینه سازی استخراج ۸( 

در روش‌های توصیه شده سه گانه استخراج 12۸ مربوط به 
ژانگ» سیلوا و لیواً تنها با ۲۰ نماند بالغ در آزمون پی‌سی‌آر قادر به 
ردیابی نماد بودند. اما در روش‌های بهینه شده هم با تعداد ۱۰ نماتد 
بو باتک بان ز میعیی خرورادل مه تیب 
کمک تک کیسه تخم نماتد و تک لارو نماتد قادر به ردیابی بودند 
(جدول ۷). به منظور بهینه سازی استخراج ۸( در روش‌های مورد 
استفاده تغییراتی به شرح زیر صورت پذیرفت. در روش ژانگ و 
همکاران (۱۸) به جای استفاده از ۵ میکرولیتر 1 ۳01810256 برای 
حذف پروتئین از ۵ میکرولیتر ليزوزيم استفاده شد. نتایج نشان دهنده 


کار آمد بودن ليزوزيم در استخراج 9۸۸ بود. در روش سیلوا و 
همکاران (۱۷) نحوه خرد کردن نماتدها تغییر کرد. در روش لیوا و 
همکاران (۱۰)» ۲۰ میکرولیتر آب مقطر پیشنهادی در سه مرحله 
رشدی نماتد به ۱۶ میکرولیتر کاهش یافت از بافر استخراج که در 


بهینه‌سازی روش‌های مولکولی شناسایی نماتد عامل ریشه‌گره‌ای... ۰ ۳۱۵ 


(6[2ع۱ ۳0۷۲ 3.75 (8.3 که به جای اين بافر استخراج بافری با 
فرمول- (17۵)۷/۷, (0۳۲8) ۲۲15-۳۲۵1 0.2۷1 ,اعدظ 0.21۷) 
(امصمطاع620)0ع]1 »٩(‏ استفاده گردید همچنین به جای ۸ 
میکرولیتر از بافر لیوا میزان ۲۰ میکرولیتر از بافر جدید استفاده گردید. 


روش لیوا عبارت بود از ,۲۷6۵020 12560 ,۷77 ۳۷ 2.5( 
با ۲0 دن؟ لکد سل ااصکدا رمننداهع 0.02590 


جدول ۵- اطلاعات مربوط به کد نمونه» مناطق مختلف. تعداد نمونه و نتایج مرفولوژیکی و مولکولی با آغاز گرهای مختلف ۲۵:6۵ 1 و ۸ 
"71 
۰ ما ناکع۱ رهااعع امه مه امتومامصام مه مصره معام‌صهی اه تمحا اه معصمتفم اصهنمن0 م0 عامرجصوه غجمصاه صمتاقصصهمگص] -5 م1201 
.۱۷/۰ 2100 ۱۵۷۲۵۱۱۵۵۵ ۱۷۰ ۵۴ محصصان عصمنه]ان0 


نتایج تعداد نمونه مزرعه گلخانه منطقه نمونه شهرستان کد نمونه 
عااناوع1 ۵ص 0 نامع برداری اصسمت 2 
آغازگرهای آغازگرهای مورفولوژیکی ی هنت سوه ٍِِ« 
111 .1۷1 اینع۱۷]۵۵۵۵۱0 ۵۵( 
۸ .۷ 
۱۵ ۱/3 
2 + ۱ 3 خیار رستم نورآباد 8 
مامت حادم ۱۱۵۹۱ 
ت + ۱۳/۵ 5 خیار ب 2 ‌ 
مصصصنمنت ۱۳۰ :۱9۳ 
ِ ظ ۱۳/۵ 5 گوجه فرنگی و ظراپ ۷ 
مقصص [ ۱۳:۰۱ :۱9۱۳ 
ِ + ۵ ۸ 5 0 0 مت 6 
اصعامععظ ۱۳:۰۱ :۱9۱۳ 
ِ + ۵ 1 10 خیار تور دراب 1 
مامت حدم همه[ :۱9۳ 
۱ ۱ خیار و ریحان خ استهبان 
5 ِ منز ۸۰ 5 من 3 محطاطهاوظ ۳۴ 
1 
211 270 
ب + ۱/۵ 3 با کوار کوار ظ 
مقصص [ 1۹-2۷2 1-42۳2 
گوجه فرنگ باجگا شیراز 
+ ۷۰ 2 گوجه فرنگی باجفاه شیراز 1 
10210 طمع زهظ ۱ 
۳ ِ نا شناس 2 بادمجان منزل مسکونی شیراز ۳ 
مص لو اصحامعع۳۴ 0۵6(" ٩1122‏ 


شکل ۱- نقوش الکتروفورزی حاصل از نتایج پی‌سی‌آر 

۸ نماتدهای جمع آوری شده از مناطق مختلف استان فارس که همه آنها بحز نمونه شماره ٩‏ باند 67000 ایجاد نمودند (در این الکتروفورز جفت آغازگر ۳27/122۷7 که 

مربوط به ماده کامل گونه ۷۵/۱66 ۸/۰ است استفاده شد)» 9: نماتدهای جمع آوری شده از مناطق مختلف استان که هیچ یک باند 95500 نشان ندادند (در این الکتروفورز 
جفت آغازگر 1۴-]1۷]1-۳/۷ که مربوط به گونه 160810110 .۸۸ است استفاده شد). کد نمونه‌ها در جدول ۲ ارائه شده است. ]1۷ مارکر مولکولی شرکت سیناژن است. 
۹ )۳ 0۲ عصهمااهم ولمم۳۱۵۵۲۵0۵۵۵۲ -1 عناع۲1 

کتطا ص) 9 .۱0 مامرصصحو تم آممعره 0صحها 670 0مصصرم؟ طمنطه ۵۶ نله رمعصزمتن وحظ ۵۶ قانهم اممع مصم 0مامع(1هن وعماممطع :۸۵ 

0 ومع0 ٩۵2)‏ :ظ پر ,رمع ۷۵۵ ,7۵۲۵/۸۲6۵ ۸۲۰ 0۴ لمع 20011 معط م6 ۱612460 ور طمنطنه رنه مصصتيم دز ۸ هر رفنوهتمطممامعام 
5 ۱۱6۵۵81۱۲۲۶ ۸۲۰ ۱0 عصنع‌صماهه عنوم تمجصتین ۱۷۲-۴ / ۲۲-۳۲) هصحها حرها 955 رصح ب«مطو )مه 0ن تقطا عمصزمتن معط ۵۶ داوم اصمتع]ن مت 

۰ ۹18226 ۵۶ تمانهدهط تهنمع[مصط م ور ۷ .2 م۲201 ما عم و1 6۵08 مهد معط[ .(رولدعتمصامم0عع۱ه ونطا صا 0عفتا ۷28 


۶ نشربه حفاظت گیاهان (علوم و صنابع کشاورزی). جلد ۰۲۴ شماره ۳. پاییز ۱۳۹۹ 


جدول ۶- مشخصات مورفومتریک ماده‌های بالغ و لاروهای سن دوم در جمعیت‌های :0۲۵۲ .1 


م000۵ ۵۷۵۱۱۲۵۵ ۱۰ 1۱ ۱۵۲۲۷۲۵۵ ج)عصز مجمععی 0ص مماقصه) امه ۵ مامتها هه »عصصمصامنه]۷ -6 م1201 


لاروهای سن دوم 
(به میکرومتر) 
۷ 2) ۱6 56600 


رت ۱0۱۱6۱۱۱۱۵۵۸۱۱ 
(410.8) 395-420 


9-11 010.8 
10.5-13 )11.4( 
1-1.6 01.4 
2.54 2.2( 


2.54 6.2( 


7 46-57 )52.4( 


۳ 11-16 )13( 


۳ 7-9 )6.3( 


همچنین با جایگزینی ليزوزيم به میزان ۴ میکرولیتر (۲۰ 
میلی‌گرم ليزوزيم در ۱۰ میلی‌مولار .15-1161 با 011-8) به جای 
پروتئیناز >1 نتایج مطلوب‌تری حاصل شد. همچنین به منظور خرد 
کردن نماتدها به جای دمای ۷۰*0- درجه سانتی‌گراد از دمای۱۹۶- 
درجه سانتی‌گراد استفاده شد. در ادامه همانند روش لیوا سیکل دمای 
6 درجه سانتی گراد به مدت یک ساعت در حمام بنماری و ۱۰ 
دقیقه در دمای ۹۵۴ درجه سانتی‌گراد بر روی دستگاه هات پلیت 
استفاده گردید کارآیی روش‌های استخراج در ردیابی مولکولی نماتد در 
جدول ۷ تنظیم شده است. 

همان طور که در جدول ۷ مشاهده می‌گردد در روش بهینه شده 


ماده‌ها (به میکرومتر) 
(61۳0۳0۵۵66۲5 1۱2۲ صرز) مماقصرم ۲ 


350-530 )436( 
15.5-18 )16( 


2 2.0 


3-6 )4.6( 


42-47 )5( 


90-96 )93.2( 


18-30 )25( 


12-32 175 


20-30 )25( 


مشخصات 
نت022 


(828.3) 690-964 ول رن 


طایدهع1 «00ظ۳ 
عرض بدن 
۳007 
طول اننتایلت 
طاعصع1 مزا 
تفع گره استایلت 
۲طعنمط امص مارا 


(4) 2-5 عرض گره استایلت 


٩۱16 10۲ ۲‏ 
محل ریزش محتوای غده پشتی 
0صحاع ل2وعم عطا 0۶ ۲۷2۱۷۵ 
فاصله سر تا روزنه ترشحی 
۱۳۵6 ۲0 620 1۲۳0۲ معصه) دزد[ 
00 
حد فاصل انتهای بالایی تا مرکز حباب میانی 
عط ما 4ج ۲۵۵ معط 1۳0 عمصهاونل م1 
ات 4016نحظط عط) ۵۶ تعاصهم 


طول شکاف فرج 
1۲ ۷2۵1821 عظ) ۵۶ طاعجما مط1 
فاصله فرج تا مخرج 
عط 0 ۷۵۱۷۵ 6 حصم معصواوتل م1" 
25 
فاصله بین دو فازمید 
۵ 060۳76۵۵ مهافت 96[ 
۱۱۹ 


طول دم 
طاعصع۱ ات1 


طول بخش شفاف انتهای دم 
۶ انوم اصمهم‌وصجتط مط ۵۶ طامجما مط1" 
همه انا عطا 


طول بدن/طول دم 
طاعصع1 انم / طاعصع1 ر00ظ 


لیوا با تعداد ۱۰عدد نماتد و تک فرد از مراحل مختلف جواب مثبت 
حاصل شده است که می توان این روش را به عنوان بهترین روش 
استخراج قلمداد نمود. 


بهینه‌سازی آغازگرها در تشخیص نماتد ريشه گرهی 

با توجه به اینکه در اکثر مناطق نماتد ردیابی شده ۲۵64هز .1 
بوده است بنابراین آغازگرهای مربوط به این گونه که در مناطق 
مختلف مورد استفاده قرار گرفته بود (جدول ۷) استفاده شد. بدین 
منظور در بین سه جفت آغازگر مورد استفاده آغازگر ۳2۷/۵۷ که 
یک قطعه 6700 و ۷1-ز//1۳-ز۸ که یک قطعه 5170 ایجاد 


بهینه‌سازی روش‌های مولکولی شناسایی نماتد عامل ریشه‌گره‌ای.. ۰ ۳۱۷ 


می‌نمود عملکرد بهتری داشتند این آغازگرها با روش‌های مختلف قطعه مورد نظر را ایجاد نکرد. مقایسه توان آغازگرها در ردیابی نماتد 
استخراج و با مراحل رشدی و در جمعیت‌های مختلف و تک فرد نماتد ریشه گرهی گونه ۷۵۷۱6[ .۸ در جدول ۸ تنظیم گردیده است. 
آزمايش شد که نتایج مطلوبی بدست آمد. آغازگر -ز//۳-ز/۱ همچنین در شکل ۲ نتایج آزمون پی‌سی‌آر آورده شده است. 


جدول ۷- مقایسه روش‌های بهینه استخراج در ردیابی مولکولی نماتد ريشه گرهی 
1۱۵ ۲۵۵۲ 0۴ مص ۳۵ دهایهع] مه رز ول مط)مصه ممتا‌های افصتامون ۵۶ جمعتومرصمن -7 12016 


ارو سن دوم کیسه تخم ماده کامل روش‌های استخراج 
6 0 19۳۷۵۵ ۱ ۸6 001 ۸ ۹ ۲۰۲۲۰۵۱0۳۱ 
تبقاع عجمعو 
۱ عدد ۰ عدد ۱ عدد ۰ عدد ۱ عدد ۰ عدد روش بهینه شده ژانگ و همکاران (۱۹۹۸) 
00 1 1801۷100215 10 5 112041( 10 ولهبال۷1 1401 1 5 10 10 1 6 عصقط2 ۵۶ 0مطامصه 0ممتصتام0 
۱۹۱۱۵ (1998) 
ک ۳ ِ + " + 
۳ + ی + ۳ + روش بهینه شده سیلوا و همکاران (۲۰۰۰) 
.1 6 ۱۱۷۵ 0۶ 0مطامصه 0ممتصتام0۵ 
2000 
+ + بد بد + + روش بهینه شده لیواً و همکاران (۲۰۰۱) 
1 06 1۱۷۵ 0۲ 0مطامعط 0ممتصتام0 
(2001) 


شکل ۲- نقوش الکتروفورزی حاصل از پی‌سی‌آر 
۸ با جفت آغازگر *[-ز//۳-ز۷6 باند حاصله 16500» چاهک ۱ تک لارو سن دوم چاهک ۲ تک ماده بالغ, چاهک ۳ تک کیسه تخم. چاهک ۴: کنترل منفی» 33: با 
جفت آغازگر ۳[27/8[2۷ باند حاصله 67000 چاهک!: تک لارو سن دوم. چاهک ۲: تک ماده بالغ, چاهک ۳:تک کیسه تخم» چاهک ۴: کنترل منفی ‏ با جفت آغازگر -ز// 
5-[/۷۳/۷ باند حاصله 51702 چاهک ۱ تک لارو سن دوم چاهک ۲: تک ماده بالغ, چاهک ۳: تک کیسه تخم. ۷: مارکر مولکولی شرکت سیناژن 300000 - 1000 
5 ۳ 0 ماد ولمع۳۱۵۵/۲۵00۵۳۵۵۲ -2 ۲12۱0۲۵ 

:7 ۷۵۱۱ ,عل2ع] ]2001 ملمصژه :2 ۷۷۵۱۱ ,مح12۳۷ ددص فصمععو ملعصته :1 ۷۵1 ,وه 16500 0عصم عندم تمصصترم گنز / 1۲۲-ز عصلونا بخ 
,127۷26 تحاوصاً 5۵00940 م1فصته :1 7۷۵۱ ,موه 670۵۵ 0مصتم؟ بتوم تمصصتيی مدز / «2ز۲ عصتونا ۰ظ موم 7۵ امعم :4 ۱۷۵1 220 526 عوع 16عطره 
0۵ 10۱64 بندم تمصصزرح ۱-۲1 / ۱۷۱-۷۲۳ عصنمه :) موم ۷۵ تاقومه :4 ۷۵۱1 0صج مهو ععه ماعمنه :3 ۱۷۵۱1 ,علقصع )ات20 ماعصته :2 ۱۷۷۵11 

۶۵ 510220 0۶ تانق تهانمعامصه :۱۷۰ رعقه ععه ملعصته :3 ۷۷۵۱1 ,ملمجصع؟ 20111 ماعمزه 2۰ ۷۷۵1 ,مه12۳۷ تماوصد 56600 مافصته :1 ۷۵۱ ,صهط 
00000 - 


۸ شربه حفاظت گیاهان (علوم و صنابع کشاورزی). جلد ۰۲۴ شماره ۳. پاییز ۱۳۹۹ 


جدول ۸- مقایسه توان آغازگرها در ردیابی ۲۵:۵ 16 
۱ ۳۵0۱۵ ۱ ماهر متا ان صمکز2 رم 8۰ 12016 


۷ 0 کید تب ماده کامل نام آغازگر 
ات * مدجها حصاعها فجمععی تین 6 1۳88 001 ۸۸ 6 ۲۲۰۱11۱6۲ 
۱ عدد ۰ عدد ۱ عدد ۰ عدد ۱ عدد ۰ عدد 
التای یی ۱۳۱ ۵8 100 100 1 ۰ فلو710 0ص ۰.۰.10 لدنص ۰.1 قلقاقد 4ص 10 
5 + ۷۲-۴ 
+ + ۱ 
+ + ۷۲-۴[ 
ِ ۳ " 5 كِ 5 ۷۲۱-۴[ 
+: آغازگرها قادر به تکثیر هستند 
6۵ و0 2016 هه وتمصرزر۳ + 
-: آغازگرها قادر به تکثیر نیستند 
8 10 201 )0ظ 27 و۲۱10 :- 
همان طور که در جدول ۸ مشاهده می‌گردد جفت آغازگر -ز بهینه‌سازی دمای اتصال آغازگرها 
5 قادر به ردیابی تک لارو سن دوم نبوده است. جفت آغازگر بدین منظور در این تحقیق از دماهای مختلف و با سیکل‌های 
۷-۳ مربوط به شناسایی گونه ۱۵8/4 ۸/۰ است در تمام مختلف برای هر آغازگر با تعداد ۱۰ نماتد ماده بالغ استفاده شد که 
موارد منفی ارزیابی گردید. این نشان از خالص بودن جمعیت‌های دمای بهینه شده مربوط به هر آغازگر در جدول ۷ آورده شده است 


نماند مورد استفاده می‌باشد. 


تعداد سیکل بهینه هر کدام ۳۸ سیکل بدست آمد (جدول ۴). 


ات .۳ از 


شکل ۳- نقوش الکتروفورزی حاصل از پی‌سی‌آر 
جفت آغازگر 2۷/1227[ با دمای ۵۴ درجه سانتی گراد 8: جفت آغازگر *1«1-[1(۳/۷1-[۷1 با دمای ۵۰ درجه سانتی‌گراد : جفت آغازگر 1۷11-[۷۳/۷-[]1۷ با دمای ۵۶ 
درجه سانتی گراد «1: چاهک یک: جفت آغازگر *[«1-ز]1«۳/۷-[11 با دمای ۵۳ درجه سانتی‌گراده چاهک دو: جفت آغازگر 1۷11-]۷1۳/۷-[]۷ با دمای ۵۳ درجه سانتی‌گراد. 
چاهک سه: جفت آغازگر ۳27/1827 با دمای ۵۳ درجه سانتی‌گراده چاهک چهار: کنترل منفی. 


۹ )۳ ]0 ماه لمع۳۱۵۵۲۵00۵۵۵۲ -3 ۲12۱۳۲۵ 
۱ :۲۱ 0ج 0 ٩‏ 56 )2 تندم مصصترم ۱-۱۷۴ ۸ ۷۱-۷۲۳ :2 بن) * 50 26 عتوم تمصتين کن-۱۷ / نز 0۰ ؟ 54 21 عنم تمصصتتی دز ۸ 2۲[ بر 
0 0 ۰ 53 26 تدم تمصصتیم دز ۳2۷ :3 ۷۵1 ,0 ۰ 53 26 عنم تعصتین ۱-۱۷۲ / ۷۲-۷۲۳ :2 ۷۵۱1 ,) ؟ 53 26 تنم تمحصتيم ۱-1 / ۷۲-1۲۳۲ ,1 


مصمی 68210۷6 :4 ۷۷۵۱1 


بهینه‌سازی روش‌های مولکولی شناسایی نماتد عامل ریشه‌گره‌ای.. ۰ ۳۱۹ 


جدول -٩‏ دمای بهینه شده اتصال هر آغازگر 
کم هه ۵ ماه صرجع) عطلاممصصه 0ع2تصتانو0 -9 1۳016 


اندازه باند مورد انتظار دمای بهینه‌سازی شده نام جفت آغازگر 
6 02۵04 م۵۵60 مرها 0ممصاصره۵ ...هه متا عمط ۵ مها 
60000 54 ۱۹/۹ 
16500 50 ز/1۳/۵- ۷ 
5170 56 ۱۳/۷ 
95500 53 ۷۲۲۴[ 
بهینه‌سازی اجزای نی ان واکنش ۲۵ میکرولیتری استفاده شد. نتایج نشان داد که این میزان از 
به منظور بهینه‌سازی اجزای پی‌سی‌آر از تغییر میزان ۲۸( الگو مواد ذکر شده برای هر سه جفت آغازگر کار امد بود (شکل 9 
و تغییر غلظت ۷18012 در روش‌های مختلف استخراج ۸( و مورد لارو سن دوم مقدار 173۸ الگو استخراجی به روش لیوا و 
مراحل مختلف رشدی نماتد با آغازگرهای مختلف نماتد ريشه گره‌ای همکاران (۱۰) به ۴ میکرولیتر و ۷612 ۵۰ میلی‌مولار به ۱/۵ 
گونه ۷۵/۱/6۵ ۸/۰ استفاده شد که در روش استخراج از ماده کامل میکرولیتر افزایش یافت که برای یک واکنش ۲۵ میکرولیتری تنظیم 
وکیسه تخم با استفاده از هر سه روش استخراج برای پی‌سیآر از ۲ کردید و برای هر سه جفت آغازگر کار امد بود (شکل ۵ 


میکرولیتر 12۸ الگو و یک میکرولیتر 1۷1۵012 ۵۰ میلی‌مولار در یک 


شکل ۴- نقوش الکتروفورزی حاصل از پی‌سی‌آر با افزودن میزان ۷12612 از ۵ ۰/۷۵ به ۲ ۱ و افزایش ۱3۸ الکو از ۱ به ۲۲ 

۸ چاهک ۱ و ۲ تعداد ۱۰ کیسه تخم استخراج به روش سیلوا و همکاران (۲۰۰۰), چاهک ۳ کنترل منفی چاهک ۴ و ۵ تعداد ۱۰ کیسه تخم استخراج به روش ژانگ و 
همکاران (۱۹۹۸) با جفت آغازگر ۳2۷ و 1327 باند 67000 با استفاده از | ۰/۷۵ 1۷۲2012 و میزان !| ۱ 1۸۵ الگو 3: چاهک ۱و۲ تعداد ۱۰ کیسه تخم استخراج به روش 
سیلوا؛ چاهک ۳ و ۴ تعداد۱۰ کیسه تخم استخراج به روش ژانگ با جفت آغازگر ۷-۳۳ و ۳1-ز/۷ باند 517 با استفاده از میزان ۸ ۱ ۷18012 و میزان !۱ ۲ 7۸( الگو, 
چاهک ۱ و ۲ تعداد ۱۰ کیسه تخم استخراج به روش سیلوا با جفت آغازگر /۳-ز11 باند 16506 با استفاده از میزان ۸( ۱ 1۷18612 و میزان ۸ ۲ ۸( الگو, (1: چاهک 

۱ کیسه تخم چاهک ۲:۱۰ ماده بالغ چاهک ۳:۱۰ لارو سن دوم» روش استخراج سیلوا و چاهک ۴: کنترل منفی» با جفت آغازگر ۳2۷ و "132 باند 67000 با استفاده از 
میزان ‏ ۱ ۷۵02 و میزان !| ۲ ۸( الگو و ۷: مارکر مولکولی شرکت سیناژن 10000-300000. 
۵ 271 ۲ ۱ 0 ۲ 0,75 ۸۲08 ۱۷۲۱۵0۱2 0۶ )یامجصه ما مصاعهممص فاص امن ۳ ۵۴ عصمهااوم ملممدم۳۱۵۵۵۵0۵ -4 ۲12۱۲۵ 


۰ 2 ۲0 ۲ 1 مت ۱۳۵ ماقاموجها عمط 
عص2ط2 ها 0عامهتاه ومع عع6 10 :5 م2 4 ولاع/ ,امطجمی ۱220۷۵ 3 ۷۷۵115 ,(2000) .21 66 5117۵ ها 0عاعدتانه ومقو 62 10 :2 20 1 ۷۷۵115 :۸۵ 
0 ,2 270 1 ۱/۵115 :3 ,1۲۱۵۲۸ )اوه نز 1 0ص ۱۷2012 بر 0.75 عون بوطا 0مصصررم۶ هصحها و670 رفتعصصتيم «حزک1 فصج بجر طاذ (1998) بلج ام 
م0 517 ,وتعصتنن ۱۷-۴ همه ۳/-ز۳ طز۳ 0مطاعصه عصقط2 ها 0عامهاه ومهه ععع 10 ,4 هه 3 ولام7 ,مطامصط ٩1172‏ ها 0مامجتاه و926 628 
-۷ ۳/1 0مطاعص ۹117۵ رها 0مامجتان ومقو ععه 10 وعهامص1 2 4ص 1 ولآ7۷۵ :2 بهلنا ماقآموصهة نز 2 0ص ۱۷۲۵۵۲2 ۱ 1 عصلوتا توطا 0عصرم فصو 
,1602166 20116 2:10 ۱۷۵۱1 ,۹25 عوم 10 :1 ۷7۵11 :12 ,هآ متقام‌هه) بر 2 220 ۱۷202 با 1 عصنوها 0۳60 0صوها 165000 رتتهم تمصصتیی 15 / 12۳۲ 
مصحا 67000 بوتهم تمصتنم 2۲ز۲ فص دز ال بامجمی 2۵220۷76 :4 ۷۵۱1 بمطامصه ه7 6 رها 0مامهره م۷2 12۳ تقافم 860000 10 :3 ۷۲۵11 
10000-3000۰ طمع12٩‏ ۵۶ تمانهدط تقاتامع(مص ور ۱۷ 4ص ب۸۵ 1۲۸۲ متهامجها بر 2 0ص2 ۱۷۲۵012 ب 1 عون ۲0۲60 


۰ نشریه حفاظت گیاهان (علوم و صنابع کشاورزی). جلد ۰۳۴ شماره ۲. پاییز ۱۳۹۹ 


مواردی عدم ردیابی نماتد گردیده است. 


همانطور که در شکل ۴- ۸ مشاهده می‌گردد» عدم افزایش 
میزان ۷02 و 12۸ الگو سبب ایجاد باندهای ضعیف تر و در 


شکل ۵- نقوش الکتروفورزی حاصل از پی‌سی‌آر با افزودن میزان ۷201۰ از ۲ ۰/۷۵ به ۱/۵۳ و افزايش ۱۳۸ الگو از ۱۷ به ۲ و ۴۲ 
هر ۵ چاهمک 10۸ استخراج شده ازتک لارو سن دوم باروش لیواً و همکاران (۲۰۰۱) با کمک جفت آغازگر 27/12۷[ با استفاده از میزان ۱/۵ میکرو لیتر 1۷۵012 ۵۰ 
میلی‌مولار و ۲ میکرولیتر ۸( الگو 13: چاهک ۱ تک لارو سن دوم روش استخراج لیوا با جفت آغازگر 2۷ز۳[27/10 با ۱/۵ میکرولیتر ۵۰1۷1۵612 میلی‌مولار و ۴ میکرولیتر 
۸ الگو ): ۳ چاهک تک لاروسن دوم روش استخراج لیواً با جفت آغازگر ۷]151700-ز/۷]۳-[1۷1 که غلظت ۴ میکرولیتر ۸( الگو و ۱/۵ میکرولیتر 1۷۵012 ۵۰ 

میلی‌مولار استفاده شده است. 
۵ .1 0 ۲ 0.75 ۰۵۴ ۱۷۲۵0۱2 ۵۴ )مجح معط مصنوم‌مص مانطه ما۵0 ۳۵ ]۵ ماو وزمممصاممتعع۲۱ -5 مناهز۲ 
۲ 4 200 ۲ 2 6۵ بر 1 صم ۱۱۵ مهامصها عمط مصنعی عم 
0ص تدم تمصصتین 2۲[ / ۳2۲ عصتوه (2001) .2 ام مقشنا وم 0عع2ه مهق1 تفاممت0ع۵60و مطا مم 0عامعتان هآانا عصتل‌تامصا ملعبه 5 آلخ نهر 
۵ 000261108 مهن رها مو۷ع1 تحافصد فصمععو ملعصته فع0بامم1 [[7/۵ :ظ بهلرنا متقامرم ۵۶ ابر 2 208 ۱۷۲۵۵2 ۰۱۷۲ ۵۶50 زب 1.5 عطوامو2 

تحاعصا ۹66000 ملعصته عصتل تاامصا ولز۵ 3 :2 هلان متعآموها ۵۶ لیر 4 4ص ۱۲۵6۵12 ۴۱۸۲ ۵۶250 بر 1.5 عطتواممه تنم تمصتنم دز / دز ۳ 
۰ ۱۰:۱۷ 50 ۵۶ ۲ 1.5 4ص 1۲۲۸ عاقامرججع هم لیر 4 عصتعیه نغور تمصصترم ۱۲1۴-ز/۱ / ۱-2۷۲۲ ۳۷100 0مطاع]۱۷ ممنا صم 0ععهها 0مام0002 127۷26 


همانطور در شکل ۵ مشاهده می گردد با افزودن میزان 1۷2012 
به ردیابی کوچکترین واحد نماتد یعنی تک لارو آن گردیده شد. 


نتایج حاصل از شناسایی مورفولوژیکی و مولکولی نشان داد نماتد 


ريشمه گرهی در اکثرمناطق نمونهبرداری شده استان از گونه 26 
۵ می‌باشد. برای تایبد شناسایی مورفولوژیکی, از آغازگرهای 
اختصاصی این گونه که توسط زیجلسترا و همکاران (۲۰) و بر اساس 
روش اسکار طراحی شده است استفاده شد. نتایج نشان داد در تمام 
مراحل رشدی براساس جمعیت و تک فرد. باند اختصاصی ۶۷۰ جفت 
بازی تولید می‌شود. آغازگر اختصاصی که توسط دونگ و همکاران (۴) 


بر اساس روش اسکار طراحی کرده‌اند نیز بررسی شد که نتایج نشان 
۱ 
تخم باند اختصاصی ۱۶۵۰ جفت بازی تولید می‌کند. این آغازگر بر 
اساس تک لارو سن دوم نتوانست نماتد را ردیابی کند. بررسی‌ها در 
زمینه بهینه‌سازی روش‌های استخراج نشان داد استفاده از لیزوزم بافر 
به چای 16 ۳2۵/60۵96 بسیار کارآمد می‌باشد. نتایج نشان داد بهترین 
روش استخراج مخصوصا در مورد تک فرد نماتد در مراحل لارو سین 
دوم» تک ماده بالغ و تک کیسه تخم روش لیوا و همکاران (۱۰) 
است. این می‌تواند بخاطر استفاده از سیکل دمایی در استخراج 1۳۲۸ 
باشد که نسبت به روش‌های دیگر قابل اطمینان‌تر است. در مورد 
دمای اتصال آغازگرها در محدوده ۴۸ تا ۶۴ درجه سانتی‌گراد امتحان 
شد که بهترین دمابرای جفت آغازگر 2۷ز۳ و 122۷ ۵۴ درجه 
سانتی‌گراد بود. بهترین دما برای جفت آغازگر 3۸-۷1۳ و ۷15-ز/1 
۶ درجه سانتی‌گراد و بهترین دما برای جفت آغازگر ۷-۳ و -ز۱1 
۴ ۵۰ درجه سانتی‌گراد بدست آمد. آغازگر اختصاصی طراحی شده 
توسط منگ و همکاران (۱۳) بر اساس روش اسکار قادر به شناسایی 
نماتد در تمام مراحل رشدی آن و براساس جمعیت و تک فرد نماتد 
باند اختصاصی ۵۱۷ جفت بازی تولید نمود. اين نتایج نشان می‌دهد 


منابع 


بهینه‌سازی روش‌های مولکولی شناسایی نماتد عامل ريشه‌گره‌ای... ‏ ۳۲۱ 


که شناسایی گونه ۲۵:64 ]بر اساس خصوصیات شبکه 
کوتیکولی انتهایی بدن و مورفومتریکی لاروهای سن دوم می‌تواند 
مقیه و کار مد بافیدتو ترا تایه هتاساییمولکولی لازخ می‌باشن در 
این تحقیق که اجزای واکنش پی‌سیآر نسبت به روش استخراج 
۸( تغییر نمود و بهترین میزان موادی که در یک میکس پی‌سی‌آر 
استفاده شد بهینه گردید» که برای روش‌های بهینه شده استخراج 
ژانگ و همکاران (۱۸) و سیلوا و همکاران (۱۷) در تمام مراحل 
رشدی و در روش لیواً و همکاران (۱۰) در مرحله رشدی ماده کامل و 
کیسه تخم صدق می‌کند. در مورد لارو سن دوم به روش لیوا و 
همکاران (۱۰) غلظت ۷2012 و مقدار ۸( الگو افزایش یافت و از 
مقدار آب موجود در میکس کاسته شد. لذا می‌توان جهت شناسایی 
گونه ۷۵۳۱6۵ .۸۸ در کنار روش‌های ریخت شناسی که مشکل. 
وقت گیر و نیازمند مهارت و توانایی زیاد می‌باشد از روش‌های 
استخراج ۸( و آغازگرهای اختصاصی و مواردی که در این تحقیق 
بهینه گردید استفاده کرد. لذا در مورد نمونه 32 که متعلق به شهر 
شیراز می‌باشد جفت آغازگرهای گونه »۲۵ ۸۸ و جفت آغازگر 
گونه 60۵/4 ۸ نتوانستند آن را ردیابی کنند جای تحقیق بیشتر 
دارد. 


مج 1۳0۷۵ ]فهظ ات۱۱0 من .جحد مبزو۸/۵/۵/۵0۵ ۵۶۴ 106۵0116200 .2005 ۷۰۰ ۱01ظ 2 .۱۷۸ ومتاانطط :۱۷۲۸ صد۸0 . -1 
599-۰ :704 «ع010)مصع۱ .وناطه مصلوتا ممتامتنه۷ عتاعصمع مقللهعمو-1۳02 صح تمصا تتفطا ۵۶ مموتتهم‌طمم 


۵ ۲ 10601111621010 .2009 بخ صعبمطله مضه ر.رظ صهللمطوم]۱۷ تصفط01ظ۱۷]۵ ریق تطهاظ گاتقطه ربا صفلتق‌امه.. -2 


محصصیمک صا فمصصتيی متلمعصد فممعمد مه فمتاهممنم متامطصمطامنمصه م4صه لهمنعمامطممصه عون فملمع۵٩‏ 0۷۵۲۱6۵ 
279-۰ :(10)047 وععتنا0وم۴ اهاط مه لته ۵۴ اومامصط0ع1 مه ممممزمو ۵۶ امصنامل ,۳۲0۷166 

,۱۷۲۵65 200 بک .لا رتتتع۲ .01021۷)مصصمط عصقاظ سم بمماهع/لفعهلن هه تاو .2006 .1۱.۲ عصباا م24 ,۷۷۰ م۵۵1۵۵([ 
4-۰ .00 .18)610۵)10821 هت 60۰(۰) .1۷ 

٩0601۱68 ۲‏ 1060 ما تعصصتين 0۴ ۵۶ )صمجدرم12۵۷۵10 :2001 ٩.۰۸,‏ قمی 4ص رهاظ صته):۲۵0 هی معا ریک 108۵ 
.273-۰ :31 ۵م۱م0ه وا .۵9۵۱۱6۵( ۸۰ ۲۷۰۱۱۱۵۵8۵۵ و۱۵۵ 2۷ و۳۵۵۵ ۱۷/۵۱0۱۵08۵ :۵82۵)0065ظ )1620 

۲ 10691011102010۴8 عطا 10۲ قعمزامصمطم مصررمجه ۵ عون .1985 .۸.0 ۱0۷ رطام‌ه/صهن۳ 1 هه ری۴.ظ 24صفصم‌ماو۴ 
6-0۰ :17 (۱۱6۵)01082 ۵۶ متام ٩0۵60165.‏ 

۶ لوه۷) متاعصعع وع۲8۸0۵-۵۵601 .2014 ,۴ تصحطنای؟ مصه ر.ظ صهللمطوم۷ تصمطن0ط۱۷]۵ ریات 0م1رقلهطک ۳۵۸02۷1 
۸۱-۳ عملود ممصاام صهفهعمطک طاعمز ۶ه وم ملقعصما طا معهبمز ۸۸۵/۵۱۵۵8۵ ۵۶ فعمتهانممم اصمع11 
.55-0 :(6)1 ۳۲۵۲۵۵۱۲۵0۲ )صه۱ظ ۵۴ اقصتتام[ .ات۳۵ 

۶ 11۷6 متاعصعع فطا ۵۶ ولوتامصه ص۸۳ .2005 ,۴ ومابا:۴ مصه .۷ عاماظ و۷ ووتانط .۷ تعتااصا ب. ۳۵۲۵6۱606 
.455-۰ :328 ومتامجمی .عاوهملهتاناهتعه 0۲ رفظ بمجه/۵ ۱۷۰ 0ص2 ز4 ۵0 ۲۲۵۱0۱008۱ 

۰ )۱( مطلوتااامته عتاعصهع ۵ بمب مه وعممصصمط مالمهتدم ۵۶ ممتلهم10۵9011 ,2001 ۱۸۰ تعووهت) 
53-۰ ۵0 ,186201002 هت 102۷۰مصحصح فصه «تاوتصمطه ماظ ررعماماظ تملناهع۱۷۲۵۱ وع0م/مجصع۲ ۲2۲291416 

۰ ۳۱۵۱06۲ 220 .0 «مطمج۱۵۱۵۷ .۲ وتععحوظ رب هوع]۱۷ مه۷ .و وا مق ول ره ۷۷۵ ع صه۷ ی صمصها۲۵ 
0ص وع0منمصعه عصمصصح ومتطفممتنقاه: متاعصموماطم ومع فلدع۷ع۳ فلانا تافو ۵۶ ملد رولممه 10« -صصنتاوطظ :2006 
1792-0۰ :(23)9 همتابتاه ۱۲ مه «عما10ظ عهانهع۷]۵1 .12065 عم هه ممتاتاآ0ه 200616121060 

۵۲ ,ظ ٩۵.‏ 0۵۵۵۵8 ۱/۵/۵۲08 0۶ همتام۲(6۹۵11 .2005 .0 صعووتهک 20 ر.2 عظع۳۲ ,۷۷۰ ۷2 ,رل 1120 
107-۰ :(13)02 0102۷اه۱6 ۵۶ هیال صهتووییک ,عصوعم هم مت)لفهتهم ررمهتصنوع ۱۷۲۵10100 

0 مصمناهاناوه اصمع]ن ۵۶ وفتامصه ص۵)۵:ظ .2006 ۷۲۰ 201صصجصهدام]۱۷ 0صرج ره تک ریظ م00 موم تصهطن0ظع]۱۷ 
تصقاظ ۵۶ ممعتوممی مفتمم۲ 1۳۳ مطاع ۹25۳۸0 معط با معا ما مهم ۸ هد منز ۸۰ رفعتهعمو 
2950200 فاص طا1< صهلوعظ م1) .489 .۵ مصمتاه‌ع)۲۸0 

۶ فصمتاملتاومن ۵ مموتتجم‌مهمی بقانهعا۱۷]۵ .2006 ,۷۲ ههام۱۷ 0ص ریق تتلهطک ررظ صهل4مطوم تصهطن0ظع]۱۷ 
11 هه ععنه۷۷ ۵۶ متام .0مطامصصر اکن ها صفی! صا موم ۲۵۱۵۱40 مج م۵۲۵6 ۸۲۵۱0۱008۱ 
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5016866 1004(: 405-0۰ 

۲۵0۲-1۲ ۵0۲ معط ۵۶ ممل)همصع10 101۷۵قصعو صرح ۲2۵10 10۲ ورحووه ۲ .2004 .1.۳۲ 26۷ 20 ربا عم .۵.۳ عصع]۱۷ 
204-10۰ :(34)3 ماگ معتومامطنهمه)ودطظ مامظ۸ .۵۲۵۸۵۵ ۷ مه ۵۷۵۲۲6۵( ۱۰ ,۱۱6۵81۵ ۸۸۵/۵۶۵008«۵ ,۲۵]0065ظ۵ظ 
عصقام اصه)حرحصصا صح وم ۵۶ نامع مو01۷۵ ه-۹۵۵۵01۵8 ۱۵101008۵ .2009 سل فاگ 20 ,نک ۵ ر فصه۱۷]۵ 
۰ ,6۴۵۵60065 )10-)0مک1 .8ع)221291 

عمناهته۷ عناممهع مه هعلعم۵۱ط۱۷۲۵:۵ .2010 .2 ۱۷۲۵۵11 مطصح 1 20 ر.ظ صهل0مطعم تصفطان0ط۱۷]۵ ره تقوملط صه‌تم)ا۱۷]۵ 
صفتصعن] و1 ,عممتميم ۳۵2۵۷ محعم‌مط! مه ومع صذ مادم کصععتکنل جوم معننممز ۸۸ ۵۶ وعمناهآنومم تصععه‌]کنل عممصصه 
۰ 0 ,00881655 ط۲۵]60010ظ ]ظ۱۸ظ 

۲ ۵۸۷۵۲۱۸۵۵( ۸۱/۰ ,06م0اهججمه مص۱ ۲۵0 ۵۶ ممنلهعتاوع1۳۷ تهلناهع۱۷]۵۱ .2012 ۸۲۰ تصتصن مه رب لمه۱2 ره نطامامط 
طازه صمتوع مج 654 و رصمتاه‌عامظ عصقاظ ۵۶ وفعتهممن صهتصه:] 20۳ بعمتم‌ممنوعه ۲۲5 ۲۱۸۲۸ امصجمومواته عصئمنا صقصم؟ 
امه طفناع‌۲ 

صتطا 20 مجمصصه اتاااهته۷ عتامج۵ :2000 ۱۲.۳۴۰ وعاصحته 200 پیها۱۷ وماصهو پنکاما تقل0ا۵) وب). 6۵8۵ .۸ 11۷2 
-323 :(23)02 10102۷ظ عهلنامع۱۷]۱۵۱ 0صه وعتاعصون .نهد بزطه ها 60ووعووه مطامصنطع ععهاع ۵۱۵۲۵۵۳۵ 0۴ ۲۵۵65 
3229۰ 

حصم تمه ملم1متاه فصتامهتانه 10۲ متبا0معمتم ملهعو-1لمصصو خر .1998 .).ظ منک هه ریک ل مامصطرانا رظ.۷۲ عصقط2 
.45-0 :71 ۱۷۲۵0۵005 آهعزع۷۱۲۵۱۵ ۵۶ تقصتامژ .جمووه ۲ ۲۵۲ فممصمهامم) دام فیامتنه۷ 1 0ع)0ع1 فاصهام ۱۷۸۵۵00 
0۷۵۵ 2 :90۸۵۳0۲۹ دون 2860 ۱۵۸۵/۵ ۸۲۰ 4صح ءتهااه/ ۸۸ 0:۵0 ۱۵«و۱/۵/۵/0 0۴ 106921011620 .2000 0۰ 211150۳2 
۶ امه[ صهعم0تن .عانهط جمحصصصرمی مقاه )قظ) فلمیال91 4ص عم فممتهانممم ۵۶ صمتاهگتاصم10 ماماهتلم؟ عصتاطمصه ۵۶ ۷۵ 
238-0۰ :106 0۱02۷ظ/۵ظ ]۲۱ 

۵ ۷ ,1۱۱60811110 ۱۵/۵0۱۵۵08۵ 0۴ 1060011620109 .2000 ۱۷۲ ۳2۲۵۵)66 20 ,,۰۳۱,۷۲ ۲۱.۲ مصوه 001۵۲5-۲۷ن1 بت 2111502 
-847 :2 «عمامامصوآا .ورحووه ۲0 0عوده رکلهنق) ممنوعه نومه )ههد ممممنامعد ملع ۲۵۶۵۲۲۵ ۸۸ 220 
953 
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۷۵۱۱۵۵ ۷۵/0۵0۵۱۱۵) ۱۱۵۵۵۵60۵06 ۲۸۵۲ ۵0۲ ]0 وز۱۱۵۵0۵ هانه۱۷۲۵۱6 عظ۳00۱۵۲۵۲9] 


کتومتطول )فصع۳۵۱ ۱۷۲۰ ۲۱۵۱۵۲۷۵۲۰۰ ۱۷۰ -ختصمتطول )فتصاوظ اه - 0۱ زان 2و مطامع 1 :12 
28-12-09 :6661۷60 
24-02-00 :660060 


متام 00ماقصمط متاتفهنهم-]صهان ۷۵تامناتاوعل 0ص ممصصصورمی ]ومصر عص هتم وع۵2)00ه )مص)۵م۵ تصملام0 1۱۳۸۲۵ 
۷ .۲669 اتب 24 رقاصهام لمامعصفصه بوومی اصماتممورا مالی‌نمجمجمعع صقن ممممالمد رامومب 20 قصه ۱۷۷۵۲10910۵ 
فممرگ. .عاصقام و۸۵۵0 صرح ویامممع‌ما معط عصتلتامص1 روفلهعمو عصقام چصمصه ۵ فام۲۵ عط گه وعالفهته ماهعنا0اه ععه 
ماه رمع تناو رفلومتماظه )ممطو مقللقع ۲۵۵۲ تافص ماع وملمنممصمه )مصممط طا 2990012160 
۰ ۲00۵ فنا۵110و 60 1620 صهه معقصصهل ۵۶ [۱۵۷۵ طوتط ۸ .عمعمعمطلهم عطاه رها فممتامعصا رتهلج0ععو 20 روعم‌ممم1ع0 
وملمعمد2 0ص طعنط مصه ع«و۲۷۵/۵۱۵0 ۵۶ وعلهعصو ممع۱۳عه بالتهانصته لدعنعمامصاممصه فاطاهعع0نعومع فطا هه هبار[ 
فصمتاهم اهمصتوم تفه ۵۶ رع0امصام‌زممهر فص رم 0عووها ععطان طمقع مصم ومزمعمه مافتاممع11 ما امن و1 1 رجمتاهت۲ه۷ 
0 و1و همه متامممعم1 هام 4ص مصمتاهتامهملنل وملهعمه مطمتا06060 1۵۲ ۱9۵۵0 27۵ ومامتصطهع تقاتامع]م]۷ .21088 
2 0۶ ۰00166 ۵۶ فحومتللز 10 فصمتااتصط ملقح دللنمرد م6 ۵0وبا «اعل71 0مطامحظ هچ و1 رکلنظ) همتامعمع: صتقطه عفهعمم01ظ 
طعنامص موععا 2 ما 16 فتاموصصح مه هلزنا ۵۶ ماموصدهه تافو و۷ 2 معلما ما ماوتاصمتهد عم ما2 رمامصعه ملانا ملهعوو 
۵ 106 ۲0۵۲ 0۴ 112200915 تقلنهعا0مو ۷۵ متمرحصا م ق۵ لاه فتطا ۵۶ و00۷عز0۵اه م1 .لنهاع0 صا تحلتتاد ما کصنامصه 
۲ 1060111162010 ۵60165 211007 0ص2 180۷/۱602 متاومصعهن عنام ممصقطمه مه ممصامتم فتع۲ ما دومن ۷6۵۵۲۵01 10 
٩060165-506011106 ۰‏ 0 کل طوبامعطا )همه )0ص 

4 ۷۵۱۵۵۵9۵ 0۲ 2۳0۳۷۱ ۵۲ وعههاه اصمع]گن مطا برلتاصعل1 ما تمه طا ,2012 10 :۱۷۲۵0۳۵09 200 واهته) ۱۷2 
۶ مماله مم۷۵ 000 اصمعع) رم 60)عع1۱هه ۷۷۵۲۵ 008)مصصعص عط طذ۳ 0)60عص ومام‌صهه ۲۵۵۲ مه لام 40 روع1م06٩‏ 
10060 ۷۷۵۲۵ قاصهان ۵0۶ ۲۵0۸5 م1 ۲22(۰ 24 رد۵2 اهاط رصح‌ططماوظ رتطمطاوافصمصول بماه‌تهنا) مممز۵۲0۲ فته۲ 
2 ,مامصهه طمعه ۵۶ ممتاهاندممم عسسم مطا صتماهاه 10 ,صتصهر 10 ۶0۲ مد۵و ۳1 ۳/2860 صمطا 4صه لاصو ۷۵مع۲ ما ۷/۵۲6۲ 
ملقصصما فمعا ما امممهز20 0۱2660 ۳۷2۵ ع92 ععه 15012160 1 .۹61600060 ۷۵۵ وعوه ۵0۲۵ عطتصتهاده هد 622 12720 
عط ۵۶ مملمعع: تاصع10 ما همم مه ]۵۵ فطا هم ۲۵۲۵۵۷۵۵ ۷/۵۲۵ ۲۵۵5 فطا ودره 70-60 اه اصهام‌فصه 
۶ و1ومصعهن 200 ۲۵0۵۲ ماقم فم‌عانا؟ ون ۵00 عوه ماعصته عصتو وعماقصصمم گم ممتاهعتناج فالخ ,2۵۴826006 
معط عصتما ممتقصصهه ۵ معهاه مرو مهن ج امه و۳72 1۱۸۲۸ معط روتفهه لهمنعمامصاممصه عمط قم مصفط 
0 0۶ 560۵۲2)60 ۷۷۵۲۵ (آیر 5) فاما0۳00 ۲۴ .2005 ,مهن 2 ,2000 ب511۷2 ,1998 ,عصقط2 ۵۶ 05مطامصظط 0عمتصصتامه 
۰ ۱6) ۵۶ و126٩‏ تقانهعامصظ عط مصترعاع0 مه ۵0و قه7 (1۱00۵۵-3000۵ صعمهص1ه) 120067 رظن ۸ .علعع 2227096 
۵۵ ۲0 م1 ,موه اعع )مهم 0۳02 فط) عصلوته مطعنا. ۲۲۷ نا 0عصامجتومامطم معب فصعانهم 0صظ 
۷۷۵۸5 ۵۳۵۵۲200۲6] عصتلهم‌صصه م1 ,فمملتصمی مصتاهنن مه فاصممومممم فمتاعهع۲ مطا عصنه۷ ها 2۵0تصصنتاجن 
0 ۷۷2/۵۲ ۳/۵ 1105060 ۷۵۲۵ و۲۵۵۲ م1 بقلم قمع 1 ومتنهمهناصچمه مص وم 0عقهه تمصصتتم طمقع عم «اماهت9002 
ماه 0مصنهاتاه ۷۷۵۲۵ )۵ ۲۵0۲ 1801۷1021 مصتجدر 10 10۲ مجمو 210 0.52660 2 ۳168 0عطوه صفط مه 5011 ۲۵۶۴۸۵۷۵ 
0۰ 10۱ عاونا م۵0 ۷۵۵ امه 1۱۲۸ رععمصصهط ت۳۲ ,ومطوه 11۷6 ما معط 

2۰ نود وم قاطماععع۷ مطا 1۳0 ۲۵۵0۷۵۲۵ 7/۵۲۵ وممامص۵ه )0-)۲0۵ ۲۳8 خصملففیت کز 20 وانعع1 
۶ تیم ممومد .مين متللههمو-وملههصو ۵ ۲0۶ فطا صم 0عقهها ۳28 تاه ونطا صا ممتاهعاصمل1 وملمعم5 
,165000 240 51700 ,۵ 670 طاذ۳ ۵۲۷۵۱۵۵۵ ۸ 06060۲ 6۵010 1۳/۷1[ هد ۱۷۲-۷۳/۷-۷۲۴ ,۳۱۵۷/۳۲۵۷ 
مود مصتوت 0606060 و72 ده مزا .8ع0م)مصصمه ]مص]ممع هم کل ۵۲ وومصایاگهودا تتمطا ممتميم ررآه۹۵60]۲۷ع۲ 
۵ 1 ,۵00 ۲ مطدرندتامن مصتتتانا تلم ما وعامر‌صهه مطا حم رقتعصصتيم 0۷۱۲-۳۲۴ مو۸6۵ ۸۷۲ ۵۶ عمعصصتنم 
-ز۱۷ 200 ۱۷-1۲۲ 10۶ 56*0 ,وتعصتين ۱-۷۲۳۴ 0ج ۱۷۲-۷۳۲ 10۲ 5400 و1 عتناامتهم‌هه) عصتلمه‌صصح اوعه عط 21ظ) ۲۵۷6۵160 
5۲ 2۳ ۲0 1 حطمظ متقامه) 020۲60 دنا مط) عصتل0ه .وتمصصتيم ت«درک مه ۲2۲ 1۵۲ جح 5060 4ص2 رفتمحطترم کار[ 
-100 0۴ 06160101 10۲ ]اناوع۲ اوعها عمط ملهصه ماتممتار ملومته 10 بر4 ما بر2 م۳0 20 اوه ععه ماعصته 240 ملقصصع ماعمله 
۴ 25 2 طا امحصعه 2 م6 محر 1.5 عم ممتاحاصمعوهم ۱۷۲۵012 معط عمتومهت ,۲0۴ موم 02860 006ص )120 
۰ م۱۵0۲ 10۲ مملامجنه هلانا ]و6 مط قه 0مطامصظ 0ع2تصصتامن مهشناً 1 ,۲691۲ ۲0۴ ]وعظ عطا 406قعظ طمتا۵0ع۲ 
۰ ۱/۰ 06۱6011۵ صا وعمصصتیم اقعها مفط هب۱۵ وتمصصتيم ۷۲۴-ز/۱۷۲۳/۸-ز۷۱ ده بدز۲12۷/۴ ۵۷۵۲۱۱۵۵۰ 

6 ,05مطامصه ممتامجته خلانا ه وتاته ماصایانهصه ج ۵0« مه رای ونطا ۵۶ فااناعع فظ1 خممتعتمومن 
165 ۸۷۲۵/۱۱۵۵ ۸۰ عطا10600 .006)هحصمظ )مص ]م۲۵ مصد0 م10 ما ولبی ونط صاً ۵0متصصتامن وعقهع فط صه فعفصتنم 


۶ وعتاعصون) بهانهع۱۷۲۵۱ لمح «عممصطمع)منظ روعصملمد اهعنهانمتا :۲0 ممزهممتمصظ امتنمانهم‌تنيه رتصعمل‌تتو ,۷96 تمحر۴0 -1 
مه رصدطاطفاوط رمتمه ۲تون ۸2۵20 متصصقاوا رطمصه:ظ موماطه)وط رقاعن۲۸00 اهعتالنمت۲۱0۲ 

رصم اتمصصرع ۵ 27264 2۷و1۵ مقصصطه :تفص ماه م مت طممومتزمن -۶) 

امتنتع 20 افسالته‌تنهه و۲ بامممانهمونا 0تهعومک ممتامع)۳۵ظ مصقاظ رطم‌تههوم۴ ۵۶ ۳۳۵۲6280۲8 اصداولومضه -4 2۳0 2 
رصقطع22 ,ره ممتاهمتصهعن0 ممتفصمظ مه ممتاهعت 8 رطم‌توعومک نموه رتعتصمت ممتاهعنظ 20 عناوم 
1120 

صحطاطهاعط بواعنل۵زظ لمتنمتا:۲۱۵ ۵ ومتاعصوت) ههام۱۷ مج «ومامصطامع)مرظ ۵۶ )صمصاتهمع1۱۲۳ ر0۲ووع]۵ظ ]صهاولوو۸ -3 
مصو‌طاطهاوط رطلمه۲ ت۱۲ ۸2۵0 متصصقاو رطعصهرظ 
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6۵ ۱0 86605 2160 24 وااتله طونط فععنناوع۲ 4ص راهن مه مصتطریاعجرمع محصتا ور فمطامص لهعلومامصامعمصظ رم 0عف2ط 
اجعتصمط مه صم 2860 فمزمع۵٩‏ فنط ۵۶ مطارگتادم10 بممتاتل0ه ص بط ومع 08ممقصمه ۵۶ معهاه عمانمتانهم ۵ ۲۵۶ 0عصتصصقرم 
عص ۵۶ واصامصصه مها ۲۵120۷ ومتاوع۳ روممتاتومه اماممصممتتصه ها 260000 روطتصنموم محصا ور و00ظ)عظظ 
,05مطاعصه صمتامهه هلان روعتاانه‌تلن موعط) ممرنن بع۵70 11۶6 وع0مقصصمه مطا ۵۶ مههاه عملجم‌تاندم 2 هه صفتصهععه 
که ۳۱0۱۷۵۷۵۲ ٩۵۵01۵8.‏ ۵۷۵/۸۵۵۵ ۸۰ تاصع10 ما ۱۵60 ع۵ صقه تاد فنطا صا ۵عمتصصتامن وعقهع فط 4صه فتمحصتنم ٩۵601116‏ 
6 ۲6۹6۵۲0۵65 1۱۵۶۲۵ ر2هتنط۹ 0 جمله) مامصصدد ده 10۴ 06060160 )۵ ۱۷۵۲۵ ند ماج ۱6۵۵۵۵۵۸۵ 2۸ هه ۵۷۵۵6۵ ۸۷۰ 

۰ 316 هه )0۱2 6271160 06 10 886060 


کتمص مننمعم رع0م)مم۵ه )0ص )۵مک رمصرتصتامه کنظ ۵۷۵/۵۵۵ ۸۸۰ :1۵۲۱۷۵۲۵۹ 


